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Immobiliserede lipasepraeparater til omestring af 
fedtstoffer. er kendt. Saledes beskrives i dansk patentan- 
s^gning nr. 563/77 (svarende til US patentskrift nr. 
4.275.081) et inunobiliseret lipasepraeparat , hvor lipasen 
5 fremstilles ved fermentering af arter tilhwende slaegterne 
Rhizopus, Geotrichum eller Aspergillus, og hvor lipasen er 
bundet pa en indifferent, partikelf ormet barer, som kan vaere 
diatomejord eller alumina, og som udviser et meget stort 
specif ikt overf ladeareal . Man har anset det for at vaere 

10 n^dvendigt for at anvende et inunobiliseret lipasepraeparat med 
et meget stort specifikt overf ladeareal (d.v.s. sma og porose 
baererpartikler ) for at opna den nodvendige store enzymatiske 
aktivitet. Med dette immobiliserede lipasepraeparat kan man 
gennemfore omestring diskontinuerligt uden noget 

15 oplosningsmiddel ; dog kan man med dette immobiliserede lipa- 
sepraeparat ikke gennemfore en kontinuerlig omestring i en 
sojle i industriel malestok uden tilstedevaerelsen af et 
oplosningsmiddel, som senere ma fjernes, hvilket skyldes det 
fer angivne forhold, at praeparatet bestar af sma partikler, 

20 som under sojledrift ville frembringe et uakceptabelt hejt 
try k fa-Id'. Det fremgar ogsa af en publikation, som blev prae- 
senteret ved Enz.Eng. 6, Kashikoj ima, Japan, 20. - 25. Sep- 
tember 19 81 og af artiklen i European Journal of Applied 
Microbiology and Biotechnology, nr. 14, side 1-5 (1982), at 

25 et immobiliseret lipasepraeparat omfattende lipase fra Rhizopus 
delemar og en staerk anionbytter . (med quaternaere aminogrupper ) 
kan anvendes til omestring med n-hexan som opl^sningsmiddel . 
Enzymudbyttet var dog i henhold til disse referencer meget 
lavt. I europaeisk patentansogning, der er of fentligg jort med 

30 publikationsnummeret 0069599, er der beskrevet en enzymatisk 
omlejring af fedt, hvorved man anvender en lipase fra 
Aspergillus-arter , Rhizopus-arter , Mucor javanicus eller Mucor 
miehei som omestringsehzym. Enzymet er understc&ttet pa en 
baerer, f.eks. Celite. I alle eksemplerne i denne europaeiske 

35 patentansogning, som relaterer til kontinuerlig omestring' i en 
scjle, er der anvendt et oplosningsmiddel . 
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I kendte processer anvender man saledes oples- 
ningsmidlet for at saenke viskositeten af det fedtholdige 
udgangsmateriale for at sikre en sojledrift, der er sa glat 
som mulig. Det har hidtil vaeret anset for praktisk talt at 
5 vaere umuligt at undga oplGsningsmidler ved disse kontinuerlige 
omestringsprocesser i industriel skala p.g.a. det hoje tryktab 
i sojlen, selyom de tekniske fordele r som er knyttet til 
elimineringen af oplosningsmiddel fra disse omestrings- 
processer, er indlysende. 

10 I europaeisk patentanscogning publiceret som nr. 

35,883 beskrives, at man kan fremstille et immobiliseret 
lipasepraeparat tiltaenkt til omestring af fedtstoffer ved at 
kontakte en vandig oplosning af mikrobiel lipase med en 
partikelformet, indifferent baerer, efterfulgt af torring.. Det 

15 saledes f remstillede, immobiliserede lipasepraeparat kan 
anvendes til omestring af fedtstoffer / men kun hvis fedt- 
stofferne er blandet med de relativt dyre, lavere alkylestre 
af fedtsyrer, f.eks. methylpalmitat , hvilke anvendes som 
h jaelpemidler for at undga oplosningsmidler ; i modsat fald 

20 opstar der oploseligheds- og viskositetsproblemer . 

Opfindelsens formal er saledes at tilve jebringe en 
fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret lipase- 
praeparat, som vil muliggore en i ©konomisk henseende attraktiv 
gennemf ©relse af den kontinuerlige omestring uden noget 

25 oplosningsmiddel eller andet dyrt h jaelpemiddel . 

Det har overraskende ifolge opfindelsen vist sig, at 
en fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret 
lipasepraeparat, som kan gennemfores meget let, nemlig ved 
simpel blanding af en vandig oplosning af lipase og anion- 

30 bytter, og som omfatter en specifik kombination af en speci- 
ficeret kategori af ionbyttere og et specificeret vandindhold 
i det sluttelige immobiliserede lipasepraeparat, abner mulighed 
for pa en i okonomisk henseende attraktiv made at gennemfore 
den kontinuerlige omestring uden noget . oplosningsmiddel eller 

35 andet dyrt h jaelpemiddel . 
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Fremgangsmaden til fremstilling af det immobilise- 
rede lipasepraeparat ifolge opfindelsen er e jendonunelig ved det 
i den kendetegnende del af krav 1 angivne. 

Det beskrives generelt i tysk of f entligg jort 
5 patentansogning nr. 2 905 671 og nr. 2 805 950, japansk 

of fentliggjort patentansogning nr. 54-76892 og nr. 57-152886, 
US patentskrift nr. 4 170 696 og Chem.Abs. bind 82, 27819d, at 
enzymer, herunder lipaser, kan immobiliseres ved hjaelp af 
partikelformede anionbyttere . For det forste foreligger der 
10 imidlertid ikke nogen universel inunobiliseringsmetode, som er 
velegnet til alle enzymer og alle substrater, idet en specifik 
inunobiliseringsmetode skal udformes for ethvert specif ikt 
enzym og ethvert specifikt substrat, som enzymet skal pavirke. 
For det andet er lipaserne . helt ekstraordiriaere enzymer i den 
15 forstand, at den enzymatiske aktivitet udspiller sig pa en 
mellemfase mellem to faser, hvilket betyder, at 
immobiliseringen af lipaserne er et meget intrikat problem, 
som i h©j grad begraenser anvendeligheden af kendte 
immobil is.eringsmetoder pa det omrade, som omfatter 
20 lipaseimmobilisering, jfr. J. Lavayre et al . f Preparation and 
Properties of Immobilized Lipases, Biotechnology and 
Bioengineering, bind XXIV, side 1007 - 1013 (1982), John Wiley 
& Sons. For det tredje er kombinationen af lipase og 
partikelf ormet , makroporos, svag anionbytter ikke beskrevet i 
25 nogen af de. referencer, som er anfort i begyndelsen af dette 
afsnit, og langt mindre er det beskrevet, at denne nye 
kombination giver anledning til fremkomsten af den overras- 
kende tekniske virkning hvad angar kontinuerlig omestring uden 
oplosningsmiddel eller andre dyre h jaelpemidler . 
30 Det fremgar ogsa af en artikel af Yoshiharu Kimura 

et al., "Application of Immobilized Lipase to Hydrolysis of 
Triacylglyceride" i Eur . J .Appl .Microbiol .Biotechnol . (1983) 
17:107-112, at man har anvendt et lipasepraeparat, som er 
immobil iseret pa en anionbytter, til hydrolyse af fedtstoffer. 
35 Det kendte lipasepraeparat var saledes ikke torret, og det 

fremgar endvidere af artiklen, at aktivitetsudbyttet er under 


NZAS-0033187 


4 DK 1 52763 B 

1%, jfr. tabel I pa side 109, saledes at der ikke har vaeret 
nogen tilskyndelse til at fortsaette ad denne ve j . 

Det har vist sig, at temperaturen ikke har nogen 
stor virkning pa aktivitetsudbyttet, idet det eksperimentelt 
5 har vist sig, at aktivitetsudbyttet er praktisk taget tempera- 
turuaf haengigt, nar temperaturen under immobilisering holdes 
me 11 em 5 og 35°C. 

For ikke at inaktivere enzymet gennemfores de kendte 
omestringer ved relativt lav temper atur. Dette muliggores 

10 p.g.a. tilstedevaerelsen af oplosningsmidlet , som er i stand 
til at oplose fedtstoffet, der k an have et relativt hojt 
smeltepunkt. Det har overraskende vist sig, at det 
immobiliserede lipasepraeparat fremstillet under anvendelse af 
fremgangsmaden ifolge opfindelsen har en tilstraekkelig god 

15 stabilitet i det smeltede fedt, der har en relativt hojere 
temperatur. Trykfaldet gennem den omestringssojle, der er 
ladet med det immobiliserede lipasepraeparat fremstillet ved 
fremgangsmaden ifolge opfindelsen, er ogsa tilstrakkelig lavt 
til at muliggore en problemfri drift. Det har ogsa 

20 overraskende vist sig, at den enestaende kombination af 

kontaktbetingelser, ionbytter og vandindhold frembringer en 
hoj specifik lipaseaktivitet i den smeltede fedtblanding i 
modsatning til alle tidligere forsog pa at tilvejebringe et 
immobiliseret lipasepraeparat, i forbindelse med hvilke det var 

25 hensigten, at det sku U< anvendes uden noget oplosningsmiddel . 
Hvorimod hidtil kendte processer af den art, der er beskrevet 
i dansk patentansogning nr. 563/77, har kraevet en renset 
lipase for at tilvejebringe et anvendeligt, immobiliseret 
preeparat, har det yderligere overraskende vist sig, at det 

30 immobiliserede lipasepraeparat fremstillet ved fremgangsmaden 
ifolge opfindelsen. kan fremstilles pa basis af et temmeligt 
urent lipaseprodukt . Medens praeparatet svarende til de hidtil 
kendte processer af den art, der er beskrevet i dansk 
patentansogning nr. 563/77, har involveret anvendelsen af et 

35 organisk oplosningsmiddel for at udfalde lipasen pa beereren, 
kan det ogsa anfores, at intet sadant organisk 
oplosningsmiddel er nodvendigt til fremstilling af det immo- 
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biliserede lipasepraeparat ifolge opfindelsen, hvilket kan 
fremstilles meget let blot ved at blande baereren med en vandig 
lipaseoplosning. Medens lipaseaktiviteten relativt let vaskes 
bort eller pa anden made fjernes fra det kendte praeparat af 
5 den art, der er beskrevet i dansk patentansogning nr. 563/77, 
har det yderligere vist sig, at det er praktisk taget umuligt 
at f jerne lipasen i det immobiliserede lipasepraeparat 
fremstillet ved fremgangsmaden ifolge opfindelsen fra 
praeparatet, medmindre den udsaettes for ekstreme kemiske eller 

10 fysiske behandlinger , f.eks. ekstreme pH- og 

temperaturbetingelser . Det har endelig vist sig, at det 
immobiliserede lipasepraeparat fremstillet ved fremgangsmaden 
ifolge opfindelsen kan fremstilles med et hojt enzymudbytte, 
hvilket muliggor en billigere kontinuerlig omestring end de 

15 kendte omestringer. 

En foretrukken udf orelsesform for fremgangs- 
maden ifolge opfindelsen til fremstilling af det immobilise- 
rede lipasepraeparat er ejendommelig ved det i den kendeteg- 
nende del af krav 2 angivne, Herved muliggores en hojere 

20 omestringstemper atur og dermed en hojere produktivitet . 

Yderligere er det ved hjaelp af denne udf orelsesf orm muligt at 
fremstille et immobiliseret lipasepraeparat, som er velegnet 
til omestring af hojere smeltende fedtstoffer. 

En foretrukken udf orelsesf orm for fremgangsmaden 

25 ifolge opfindelsen til fremstilling af det immobiliserede 

lipasepraeparat er ejendommelig ved det i den kendetegnende del 
af krav 3 angivne. Mucor miehei er en god producent af 1,3- 
specifik lipase, og man kan saledes herved opna et billigt 
produkt . 

30 En foretrukken udf orelsesf orm for fremgangsmaden 

ifolge opfindelsen til fremstilling af det immobiliserede 
lipasepraeparat er ejendommelig ved det i den kendetegnende del 
af krav 4 angivne. Pa denne made tilve jebringes der 
tilstraekkelig lipase til ionbytteren. 

35 En foretrukken udf orelsesf orm for fremgangsmaden 

ifolge opfindelsen til fremstilling af det immobiliserede 
lipasepraeparat er ejendommelig ved det i den kendetegnende del 


NZAS-0033189 


6 


DK 152763 B 


af krav 5 angivne. Pa denne made sikres der en staerk binding 
mellem lipase og ionbytter samt en god stabilitet og 
aktivitet. 

En foretrukken udforelsesf orm for fremgangsmaden 
5 ifolge opfindelsen til fremstilling af det immobiliserede 

lipasepraeparat er ejendommelig ved det i den kendetegnende del 
af krav 6 angivne. Pa denne made approksimeres eller opnas en 
tilstand af lipasemaetning. 

En foretrukken udf orelsesform for fremgangsmaden 
10 ifolge opfindelsen til fremstilling af det immobiliserede 

lipasepraeparat er ejendommelig ved det i den kendetegnende del 
af krav 7 angivne, Denne f remgangsmade er simpel og kan let 
tilpasses til industriel praksis. 

En foretrukken udf ©relsesf orm for fremgangsmaden 
15 ifolge opfindelsen til fremstilling af det immobiliserede 

lipasepraeparat er ejendommelig ved det i den kendetegnende del 
af krav 8 angivne. Torretrinnet kan gennemfores i vacuum, i 
fluidiseret masse eller under anvendelse af andre 
torremetoder , som er velegnet til stordrift. Herved opnas et 
20 slutteligt lipasepraeparat med en hoj omestringsaktivitet . 

Opfindelsen skal nu illustreres ved de folgende 

eksempler . 

Den Mucor miehei lipase, som anvendes i de folgende 
eksempler, kan rekvireres fra NOVO Industri A/S, Novo Alle, 
25 2880 Bagsvaerd, Danmark (som enzymprodukt SP 225). Denne Mucor 
miehei lipase kan fremstilles som angivet i dansk 
patentansogning nr. 42 34/77. 

Den lipaseaktivitetsenhed (LU), som er angivet i 
eksemplerne, bestemmes som beskrevet i publikationen AF 
30 95.1/2-GB af 83-01-03, som er rekvirerbar fra NOVO Industri 
A/S, Novo Alle, 2880 Bagsvaerd, Danmark. 

Omestringsaktiviteten af de immobiliserede lipase- 
praeparater bestemmes ved hjaelp af en batchprfcve baseret pa 
f olgende reaktioner : 
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000 + P POO + 0 
POO + P POP +0, 

hvor O = oliesyre, P = palmitinsyre, og 000, POO og POP er 
fedtstoffer, der indeholder de angivne fedtsyrer i den angivne 
5 raekkefolge, hvorved 000 saledes er triolein, 

250 mg immobiliseret lipasepraeparat blandes med 600 
mg triolein (0,68 mmol) og 174 mg palmitinsyre (0,68 mmol) 
oplost i 12 ml petroleumsether (temperatur 80 - 100 P C) i et 20 
ml reagensglas med skruelag. Rorene inkuberes i et vandbad ved 
10 40°C og rystes i 1/2, 1 eller 3 timer. 

Reaktionsblandingen afkoles, filtreres og fordampes. 
Den relative masngde af 000, POO og POP bestemmes ved HPLC, og 
procentdelen af inkorporeret P beregnes som 

% POO + 2 x % POP 

15 % inkorporeret P = ■ — ■ 

3 

Ligevaegtsblandingen af den for beskrevne reakti- 
onsblanding hidrorende fra den diskontinuerlige reaktion er 
ca. 43% POO og 10% POP eller 21% inkorporeret P. 
20 I nogle af de folgende eksempler gennemfores om- 

estringen som en batch-proces med eller uden oplosningsmiddel . 
Pa basis af sammenligningsf orsog bar det vist sig, at et 
immobiliseret lipasepraeparat, som har tilf redsstillende 
omestringsaktivitet og -stabilitet, i henhold til batch- 

25 omestringsproven, og som udviser en partikelstorrel- 

sesfordeling og en fysisk styrke, der er velegnet til til- 
f redsstillende soj ledrif t , vil arbejde tilf redsstillende under 
kontinuerlig drift i en sojle, med eller uden oplcs- 
ningsmiddel. En tilf redsstillende batch-prove under disse 

30 omstaendigheder er saledes bevis for, at man kan gennemfore en 
tilfredsstillende kontinuerlig sojleprove med det pagaeldende 
immobiliserede lipasepraeparat. 


NZAS-0033191 


DK 152763B 

Eksempel 1 

Dette eksempel illustrerer virkningen af pH under 
adsorption af Mucor miehei lipase pa oraestringsaktiviteten. 

2,0 g Mucor miehei lipase, 93.000 LU/g, blev oplost 
5 i 20 ml vand, og 10 g med vand vasket Duolite® ES 562 
anionbytter, torvaegt 8,5 g, blev suspenderet heri. 

pH i tre portioner af denne art blev indstillet pa 
henholdsvis 5,0, 6,0 og 7,0, og man overlod portionerne til 
sig selv med magnet isk omroring i 4 timer ved ca. 5°C. 
!0 De tre portioner blev filtreret. Efter filtreririg 

var mcengden af hydrolytisk aktivitet (LU) i de tre. filtrater 
(for vask> mellem 10 og 17% af de totale, initiale msngder 
(186.000 LU ) m Derpa gennemforte man en vandvask med en lille 
maengde vand, og derefter blev praeparaterne torret natten over 
15 i vacuum ved stuetemperatur . 

Resultaterne er sammenstillet i den folgende tabel, 

Immobili- Udbytte Vandind- Omestringsaktivitet , 
sering g hold, % 30 minutter 

P H % POO % POP % inkorpo- 

20 reret . P 

575 5720 975 2475 672 12,3 " 

6,0 9,56 8,2 26,5 6,6 13,2 

7,0 9,41 8,0 21,2 5,2 10,5 

25 Eksempel 2 

Tre 10 g portioner af' fugtig ionbytter Duolite® ES 
562 (torvaegt 8,35 g) blev suspenderet i 50 ml vand, og der 
tilsffittes 4 N NaOH, indtil pH stabil iseredes ved 6,0. Derpa 
blev de vasket med rigelige vandmaengder , og man lod vandet 
30 lobe fra pa en Biichner-tragt , hvorved den draenede vaegt var ca. 
16 g. 

Til hver af to 10 g portioner tilsattes en oplosning 
af 2,5 g Mucor miehei lipase (aktivitet 93.000 LU/g) i 25 ml 
vand, og pH blev indstillet pa 6,0. 
35 Til den tredje portion tilsattes en oplosning af 2,5 

g af den ovenfor angivne Mucor miehei lipase i 50 ml vand, og 
pH blev indstillet pa 6,0. 
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Blandingen blev langsomt omr«>rt ved stuetemperatur 
(25°C) i to timer, Herefter blev vaesken filtreret fra pa en 
Buchner-tragt . 

En af portionerne med 25 ml lipaseoplasning blev 
5 yderligere vasket med 2 x 25 ml vand. be immobiliserede 
praeparater blev turret i vacuum. 

Med henblik pa omestringsproven blev 250 mg (tor^ 
vaegt) af de immobiliserede lipasepraeparater fugtet med 20 \il 
vand f©r blandingen med substratet. 

10 Lipasepraeparat immobili- Omestring, 1/2 time 

seret med % POO % POP % inkorporeret P 

2,5 g lipase i 25 ml uden 

vask . 25,8 6,85 13,2 

15 2,5 g lipase i 25 ml med 

vask 30,1 7,65 15,1 

2,5 g lipase i 50 ml uden 

vask 26,8 6,86 13,5 

Dette eksempel viser, at pafolgende vask med vand 
20 for at f jerne ubundet lipase er vaesentlig med henblik pa 
opnaelse af en h0j omestringsaktivitet , hvorimod maengden af 
det vand, hvori lipasen er oplost under immobiliseringen, er 
af mindre betydning. 

Eksempel 3 

25 50 g fugtig ionbytter Duolite® ES 562 (torvaegt 41,8 

g) blev indstillet pa pH 6,0 og vasket som i eksempel 2. 

10,6 g portioner af denne fugtige ionbytter ( 5 g 
tervaegt) blev blandet med forskellige maengder af en 10% 
opiosning af Mucor miehei lipase (81.000 LU/g) i henhold til 

30 tabellen. 

Efter reaktionen blev vaesken filtreret fra pa en 
Buchner-tragt , og lipasepraeparatet blev vasket med 2 x 25 ml 
vand og turret i vacuum til ca. 97% torstof. 
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Proverne af immobiliseret prasparat med en torvagt pa 
250 mg blev med henblik pa analysef ormal befugtet med 20 \il 
vand for analyse. 


g fugtig g 10% op- Reakti- Omestring, 1/2 time 

5 ionbyt- losning onstid, % POO % POP % inkorporeret P 

ter af lipase timer ved 

stuetem- 
peratur 

10 10,6 1273 ' I 2673 6762 1375 

10,6 12,5 2 27,0 6,62 13,4 

10,6 12,5 4 28,2 7,27 14,3 

10,6 25 1 23,5 5,90 11,8 

10,6 25 2 29,7 7,56 14,9 

15 10,6 25 4 31,4 7,99 15,8 

10,6 50. 1 19,5 4,34 9,4 

10,6 50 4 26,6 6,73 13,4 


Dette eksempel viser, at den optimale dosering af 
lipase afhaenger af reaktionstiden. 


20 Eksempel 4 

To af praeparaterne fra eksempel 3 blev genanalyseret 
med varierende vandtil saetning, nemlig proven med 12,5 g 
lipaseoplosning og proven med 25 g lipaseoplosning, begge med 
en reaktionstid pa 2 timer. Virkningen af f ugtighedsindholdet 
25 pa omestringsaktiviteten fremgar af den folgende tabel . 
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5 Prove 


pi vand 
tilsat 
til 250 
mg tor- 
vaegt 


% fugtig- Omestring, 1/2 time 

hed i pro- % POO % POP % inkorporeret P 

ven 




0 

2,6 

18,2 

2,27 

7,6 


12,5 g 

20 

9,6 

25,6 

6,55 

12,9 


50 

18,5 

23,4 

5,85 

11,7 

10 


100 

29,9 

15,3 

3,84 

7,6 



0 

3,0 

19,1 " 

2,04 

7,7 


25 g 

20 

10,0 

28,6 

7,65 

14,6 



50 

18,8 

25,4 

5,25 

12,0 

15 


100 

30,1 

18,6 

4,55 

9,2 



Dette 

eksempel 

viser, at 

det optimale 

f ugtigheds- 


indhold 

er ca. 

10%. 





Eksempel 5 

20 Et af praeparaterne fra eksempel 3 blev genanalyseret 

med varierende maengder tilsat vand. Man anvendte proven med 25 
g lipaseoplosning og 4 timers reaktionstid. 


Ill vand 
tilsat 
25 til 233 
mg tor- 
vaegt 


% vand 
i pro- 
ven 


Omestring, 1/2 time 
% POO % POP % inkorporeret P 


30 


35 


0 

9,5 

28,0 

6,57 

13,7 

10 

13,1 

28,9 

7,45 

14,6 

20 

16,2 

27,9 

6,46 

13,6 

30 

19,1 

26,6 

6,96 

13,5 

40 

21,8 

25,0 

6 , 77 

12,8 

50 

24 ,4 

22,8 

5,20 

11,1 

75 

30,0 

19,6 

4,54 

9,6 

100 

34,9 

14,6 

3,88 

7,5 

150 

42,9 

0,44 

0 

0,1 


Eksempel 6 

22,8 g fugtig ionbytter Duolite® A 561 (88,2% tor- 
40 va:gt) blev indstillet pa pH 6,0 og vasket. 
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* En anden 22,8 g prove af Duolite® A 561 blev delvist 
knust i en morter for pH-indstillingen og vasken. 

Til hver af disse portioner tilsattes en oplosning . 
af 10 g Mucor miehei lipase (93,000 LU/g) i 200 g vand r 
. 5 indstillet pa pH 6. Reaktionen foregik i lobet af 2 timer ved 
stue temperatur . 

De inunobiliserede enzymer blev vasket med 1 liter 
vand og torret i vacuum. 

Efter tarring blev den ikke knuste prove knust i en 
10 morter, og begge proverne blev sigtet. 


Omestring, 1/2 time 

Sigtefrak- Knusning for immobi- Knusning efter immobi- 

tion liseringen liseringen 

% POO % POP % inkorp. P % POO % POP % inkorp. P 


15 


180 - 300 nm 3071 7778" 1372 237! 6739 1178 

425 - 500 \xm 25,7 6, 66 13,0 21 ,7 5,50 10,9 

600 - 710 \m 19,2 5,06 9,8 17,2 4, 38 8,7 

850 - lOOOjim 12,7 3, 22 6,4 14 ,3 3,90 7,4 

Det fremgar tydeligt, at det med henblik pa opna- 
elsen af maksimal omestringsakti vitet er en fordel at anvende 
de fine sigtef raktioner , men behovet for et lavt tryktab gor 
et kompromis nodvendigt. 

Eksempel 7 

25 Dette eksempel illustrerer virkningen af forskellige 

kategorier af makroporose, svage anionbyttere (type af matrix, 
funktionelle grupper, partikelstorrelse ) pa omes- 
tringsaktiviteten af det inunobiliserede lipasepraeparat ved 
diskontinuerlig omestring. 

30 I forbindelse med Duolite® ES 562, Duolite® A 561, 

Duolite® A7, Amberlite® IRA 93 og Amberlyst® A blev ionbytter- 
portioner med 4,25 g torvaegt vasket med vand, blandet med 1 g 
Mucor miehei lipase (93.000 LU/g) i 20 ml vand, hvorved 
blandingens pH blev indstillet pa 6,0, og man omrorte langsomt 

35 i 2 timer ved stuetemperatur . Efter filtrering blev hvert 

praparat vasket med 250 ml vand. I tilfaelde af Duolite® A 378 


20 


i- 
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blev 8,5 g blandet med 2 g lipase og slutteligt vasket med 250 
ml vand. Alle blev tprret i vacuum ved stuetemperatur. I 
tilfaelde af Duolite® A 365, Duolite® S 578 og Dowex® MWA-1 
blandedes en ionbyttermamgde svareride til 4,25 g tervaegt med 1 
5 g Mucor miehei lipase (124 .000 LU/g) i ca. 10 ml vand i to 
timer ved rotation ved stuetemperatur (dog anvendtes i 
tilfaelde af Lewatit® 0,5 g lipase). Efter filtrering og vask 
med 2 volumina vand blev praeparaterne t©rret i vacuum ved 
stuetemperatur. Karakterisering af de immobiliserede 
10 praeparater er vist i den folgende tabel. 
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Anionbytter Matrix Funktionel- 

le grupper 


Part ike 1- Vand, Aktivitet ved dis- 
stGrrel- % kontinuerlig drift, 1/2 time 
ser, ym % POO % POP % iiikorp. P 

(85%) 


Phenol- 
formal- 
dehyd 

Phenol- 
formal - 
dehyd 

Phenol- 
formal- 
dehyd 

Poly- 

styre- 

nisk 

Styren- 
DVB 

Styren- 
DVB 

Polysty- 
renisk 

Phenol- 
form. 

Polysty- 
renisk 

Styren 
DVB 


Duolite® 
ES 562 


10 Duolite® 
A 561 


Duolite® 
A 7 

15 

Duolite® 
A 378 

Amber lite® 
IRA 93 

20 Amber ly st® 
A 21 

Duolite* 5 
A 365 

Duolite® 
25 S 587 

Lewatit® 
MP 62 

Dowex® 
Mh-1 


Tert.amin 212 - 425 13,8 26,7 6,8 13,4 


Tert.amin 300 - 1200 13,0 14,8 3,2 7,1 


Sekuntter 
amin 


Tert.amin 

Polyamin 

Tert . amin 
Prim, amin 

Aminer 
Aminer 


Tert. 
amin 


300 - 1200 13,5 9,5 2,5 4,8 

300 - 1100 6,3* 14,3 3,3 7,0 

400 - 500 12,2 10,8 2,9 5,5 

425 - 850 11,1 10,6 2,7 5,3 

300 - 1200 11,5 15,5 3,7 7,6 

300 - 1100 7,4 25,4 6,4 12,7 

300 - 1200 13,6 16,9 3,9 8,2 

300 - 1200 10,5 21,0 4,9 10,3 


30 * 5% vand blev tilsat for analysen : ~ 

Eksempel 8 

30 g Duolite® ionbytter af typen ES 562 blev 
suspenderet i ca. 75 ml H 2 0, og pH blev indstillet pa 6,0 med 
4 N NaOH. Ionbytteren blev vasked med vand pa et sugefilter, 
35 og overskud af vand blev suget bort. Den vade ionbytter (ca. 
45 g) blev delt i tre lige store dele. 

Den forste tredjedel blev blandet med en oplosning 
af 1 g Mucor miehei lipase (210.000 LU/g) i 20 ml H 2 0, hvis pH 
var indstillet pa 6,0. Efter blanding blev pH genindstillet pa 
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6,0, og man lod blandingen reagere i 4 timer ved 5°C under 
magnetisk omroring. I dette tidsrum faldt pH til 5,45. 
Blandingen blev overfort til en Biichner-tragt med nogle fa ml 
vand, og sa meget som muligt af oplosningen blev suget bort 
5 (14 ml). Ionbytteren blev. yderligere torret i vacuum til et 
vandindhold af 10,0%. Udbyttet var 8,27 g. 

Den anden tredjedel af den vade ionbytter blev 
blandet med en oplosning af 1 g af den for angivne lipase i 20 
ml 0,1 M natriumacetat-stodpude (pH 6,0). Blandingens pH blev 

10 genindstillet pa 6, og man lod blandingen reagere i 4 timer 
ved 5°C under magnetisk omroring. I dette tidsrum faldt pH til 
5,83. Den yderligere f remgangsmade blev gennemfort som angivet 
i relation til den forste tredjedel af den vade ionbytter, 
hvorved der fremkom 21 ml filtrat og 9,10 g torret praeparat 

15 med et f ugtighedsindhold pa 9,5%. 

Den tredje tredjedel af ionbytteren blev .blandet med 
lipaseoplosning som for, men pH blev holdt konstant ved 6,0 
under den 4 timer lange koblingsperiode ved 5°C ved tilsaetning 
af 0,58 ml 1 N NaOH. Blandingen blev oparbejdet som de andre 

20 tredjedele, hvorved der fremkom 28 ml filtrat og 8,95 g torret 
praeparat med 8,9% fugtighed. De tre filtrater indeholdt mellem 
1 og 5% af den initiale, totale aktivitet. 

-Omestringsaktiviteten med 250 mg immobiliseret 
lipasepraeparat efter en reaktionstid pa 30 minutter ved 40°C 

25 fremgar af den folgende tabel. 


Enzympraeparat Omestringsakt ivitet , 1/2 time 

immobiliseret i % POO % POP % inkorporeret P 


afmineraliseret 
vand, pH 6 

27,4 

6, 

6 

13,5 

0,1 M acetat, pH 6 

25,4 

6, 

5 

12,8 

afmineraliseret 
vand, pH-stat ved 
pH 6 

27,7 

7, 

0 

13,9 


Som det fremgar af tabellen, er der kun sma for- 
skelle mellem praeparaterne . 
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Eksempel 9 

Dette eksempel illustrerer virkningerne pa omes- 
tringsaktiviteten af tilstedevaerelsen af to salte i koncen- 
trationsintervallet 0 - 0,5 M under immobiliseringen. 
5 Fern 1,00 g portioner af Mucor miehei lipase, som er 

diafiltreret og frysetorret, med en aktivitet af 93.000 LU/g, 
blev oplost i 20 ml af : 

1) demineraliseret vand 

2) 0,05 M natriumphosphat , pH 6,0 
10 3) 0,5 M - r pH 6,0 

4) 0,05 M natriumchlorid 

5) 0,5 M - 

Andre fem 5,25 g portioner (tcrvaegt 4,25 g) af 
Duolite® ES 562 ionbytter blev aekvilibreret med 20 ml af de 

15 under 1) og 5) i det foregaende angivne vaesker. Efter dekante- 
ring blev de tilsvarende lipaseoplosninger tilsat til de vade 
ionbytterpartikler , hvis pH var indstillet pa 6,0, og 
beholder ne blev holdt under langsom rotation i 2 timer ved 
25°C. Praeparaterne blev derpa opsamlet ved filtrering, og hver 

20 af dem blev vasket med 250 ml demineraliseret vand efterfulgt 
af ttfrring i vacuum ved 25°C (64 timer). Resultaterne af 
proverne for omestringsaktiviteten er vist i den felgende 
tabel : 


Salt/koncentration 


25 


Udbytte 

.(g) 


% H 2 0* 


Omestringsaktivitet , 

1/2 time 
% POO % POP % inkorp, 


intet salt 4751 : ^77 2371 57T~ TT75" 

0,05 M phosphat 4,48 5,3 21,9 5,3 10,8 

30 0,5 - 4,57 4,6 20,3 5,1 10,2 

0,05MNaCl 4,54 4,6 23,4 5,7 11,6 

0,5 M - 4,43 4,9 19,2 4,6 9,5 


* for proven k?lev der tilsat yderligere H 2 0 op til totalt 
35 10%. 
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Eksempel 10 

Dette eksempel viser virkningerne pa praeparaternes 
omestringsaktivitet hidrerende fra store koncentrationer af 
natriumacetat under lipase-immobiliseringen . 

Fern 1,00 g portioner af Mucor raiehei lipase, dia- 
filtreret og f rysetorret , 93.000 LU/g, blev separat .oplest i 


20 

ml af folgende vaesker 


1) 

af raineraliseret vand 


2) 

0,5 M natriumacetat, 

pH 6,0 

10 3) 

1,0 M - 

pH 6,0 

4) 

2,0 M - 

pH- 6,0 

5) 

4,0 M - 

pH 6,0 


Fern 4,25 g (torvaegt) portioner af Duolite® ES 562 
ionbytter blev vasket og aekvilibreret ved blanding med de fern 

15 ovenfor angivne vssker 1) - 5) efterfulgt af rystning i 15 
minutter. Tilsvarende lipaseoplosniner og vaskede ionbyttere 
blev blandet, indstillet pa pH 6,0 og langsomt roteret i 2 
timer ved stuetemperatur . Hvert praeparat blev filtreret, 
vasket med 250 ml vand og torret i vacuum ved stuetemperatur. 

20 Praeparaterne blev analyseret for omestringsaktiviteter ved 
diskontinuerlig omestring, og resultaterne er vist i den 
f olgende tabel . 


Acetat- Udbytte Vand 
koncen- efter efter Filtrat 
25 tration t©rring torring pH Akt. 


(M) 

(g) 

(%) 


(%)* 



0 

4,81 

7,8 

b,2 

51 

22,2 

5,7 

0,5 

4,67 

8,0 

5,8 

64 

20,1 

4,7 

30 1,0 

4,72 

9,6 

5,8 

71 

18,8 

4,3 

2,0 

4,73 

9,1 

5,8 

55 

27,9 

7,3 

4,0 

4,75 

10,4 

5,6 

69 

19,8 

4,7 


Onestringsaktivitet ved 
diskontinuerlig cmestring, 1/2 time 
% POO % POP % inkorporeret P 


TT7T 
9,8 
9,1 

14,2 
9,7 


*) Aktivitet i procent af den totale, initiale mengde (93.000 EU). 
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Eksempel 11 

Dette eksempel illustrerer immobiliseringen af andre 
rhikrobielle lipaser end Mucor miehei lipase. 

Fusarium oxysporum lipase, fremstillet som beskrevet 
5 i dansk patentansogning nr. 2999/84, eksempel 23, blev 

immobiliseret ved at blande 6,72 g lipase med 88.000 LU/g og 
en maengde af Duolite® ES 562 ionbytter svarende til 4,25 g 
torstof, vasket og pH-indstillet, i 25 ml vand ved pH 6,0,. og 
ved at rotere ved stuetemperatur i to timer. Man vaskede derpa 
10 med 2 x 25 ml vand, og ved vacuumtwring fremkom der 4,93 g 
praeparat med et vandindhold pa 8,1%. Den aktivitet, som blev 
efterladt i den totate f iltratmaengde, svarede til 18% af den 
oprindelige aktivitet. 

Aspergillus niger esterase fremstilledes ved ultra- 
15 f iltreringen af det kommercielle produkt Palatase fra NOVO. 15 
ml Palatase med 2790 LU/ml blev immobiliseret pa 4,25 g ES 
562, som beskrevet i det foregaende, hvorved der fremkom 4,77 
g immobiliseret praeparat med 7,6% vand. Filtratet indeholdt 
13% af den oprindelige LU-aktivitet . 
20 Candida cylindracea lipase fra Amano (type OF) blev 

pa lignende made immobiliseret ved at blande 4,25 g ES 562 med 
1,4 0 g Amano lipase OF i 15 ml vand, pH 6,0. Udbyttet var 4,62 
g immobiliseret praeparat med 6,5% vand, hvorved 0,2% aktivitet 
forblev i filtratet. 
25 De tre praeparater blev karakteriseret pa folgende 

made: 

1) ved den standardiserede batch-pr^ve ved 40°C 

2) ved en batch-omestring med triolein (000)/decansyre 
(D) uden oplosningsmiddel ved 60°C under anvendelse 

30 af 3,00 g 000, 0,600 g D og 250 mg tort lipase- 

praeparat hydratiseret til ca. 10% vand. 

Af sammenligningsgrunde er ogsa resultaterne for et 
Mucor miehei lipasepraeparat, jfr. det i eksempel 13 beskrevne, 
anfort i den folgende tabel: 
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Evalueret 000/P/opl<»snings- 
Immobiliseret ladning, middel, 40°C OOO/D, 60°C 

lipase LU/mg Tid (h) %P inkorp. Tid (h) %D irikorp. 


Fusarium 
5 oxysporum 


11 


8,0 


17 


5,9 


Aspergillus 
niger 


4,4 


17 


6,5 


Candida 
cylindracea 


30 


8,9 


17 


1,9 


10 Mucor 
miehei 


30 


0,5 14,7 


13,2 


Der henvises til den folgende tabel med henblik pa 
frembringelse af en bedre oversigt over de foregaende 
eksempler. 
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Dette eksempel (Disse eksempler) illu- 
strerer virkningen pa oinestringsaktivi- 
teten af de immobiliserede lipaseprapa- 
rater fremstillet yed f remgangsmaden 
iffclge opfindelsen hidrerende fra 

Eksempel No. 


If 8 

pH 

2 

paf^lgende vask 

3 

lipase-ladning i relation til reaktions- 


tid 

4-5 

procent vand 

6 

part ike lstorr else 

7 

ionbyttertype 

8-10 

ionstyrke 

11 

lipasedannende mikroorganisme 


For at pavise anvendeligheden af det immobiliserede 
lipasepraeparat fremstillet ved f remgangsmaden ifclge 
opfindelsen anvendtes et immobiliseret lipasepraeparat, der var 
fremstillet under anvendelse af f remgangsmaden ifolge 
20 opfindelsen, som senere angivet, ved en kontinuerlig omestring 
af fedtstoffer uden anvendelse af oplosningsmiddel , som 
beskrevet i det f olgende eksempel 12 . 

Eksempel 12 

Dette eksempel illustrerer kontinuerlig omestring af 
25 fedtstoffer uden oplosningsmiddel eller andre dyre hjeel- 

pestoffer, under anvendelse af et immobiliseret lipasepraeparat 


i 

! 
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fremstillet ved fremgangsmaden if olge ' opf indelsen i eh reaktor 
med sammenpakket masse, 

Immobilisering 

2,20 g Mucor miehei lipase (81.000 LU/g) blev oplost 
5 i 20 ml vand, blandet med 10 g vasket (8,5 g torvaegt) Duolite® 
ES 562 ionbytter, hvori over 80% af partiklerne la mellem 200 
og 4 00 \im. Blandingen blev indstillet pa pH 5,0, og den blev 
overladt til sig selv i 4 timer ved 5°G under magnetisk 
omroring. Efter filtrering og vask med en lille maengde vand 
10 blev praeparatet turret i vacuum ved stuetemperatur . Udbyttet 
var 9,05 g, og vandindholdet var 9,3%. Den aktivitet, som 
forblev i filtratet, var 8% af den totale, initiale maengde. 
Omestringsaktiviteten ved diskontinuerlig omestring var 30,6% 
POO, 7,7% POP ved 1/2 time eller 15,3% inkorporeret P. 

15 Forsog i sojle 

2 g af dette immobiliserede lipasepraeparat blev 
indfort i en sojle, og et oplosningsmiddelf rit substrat 
bestaende af olivenolie/palmitinsyre i forholdet 2,5:1 w/w 
blev kontinuerligt fort derigennem ved 60°C. Egenskaberne af 

20 lipasepraeparatet er vist i den folgende tabel. 


P rove/ t id Stromning, 

S amme n see t n i ng 

(HPLC) 

Konvertering 

g 

TG/h/ 

000 

POO 

POP 

x, % 

g 

enzym 

% 

% 

% 

(GLC) 

Oliven- 






olie/start 


42,3 

22,5 

3,8 

0 

17 timer 

5,7 

30,5 

30,1 

11,6 


208,5 timer 

2,5 

33,8 

28,8 

8,6. 

28 

2 33 

0,61 

22,2 

34,8 

16,5 

67 

475 

1,8 

35,1 

28,8 

8,7 

28 

Ligevaegt 






( diskon- 






tinuerlig ) 


17,4 

36,0 

20, 6 

100 


Symbolf ortegnelse TG: Triglycerider ; g enz. = gram immobili- 
seret lipase. 
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% inkorporeret P er bestemt ved GLC af f edtsyremethylestere . 


Konvertering x = (% P - % P Q )/(% ? eq " % P Q ) . P Q r P eq er % 

inkorporeret P i olivenoliesubstratet (P Q ) og i TG-blandingen 

ved ligevaegt (P ) . 

eq 

5 Kbmmentarer 

Baseret pa de data, der er angivet i forbindelse med 
208 1/2 og 475 timer, viser en ekstrapolering til begyndel- 
sestidspunktet i en semilogaritmisk afbilding en initial 
aktivitet (stromning) pa 3,2 g TG/h/g enzym ved en tilsvarende 

10 konverteringsgrad x = 28%. Halveringstiden er bed©mt til at 
vaere 500 - 600 timer ved 60°C uden .oplosningsmiddel og med et 
forhold olivenolie/P = 2 1/2:1 (w/w) . Der forekom ingen 
trykf aldsproblemer . Et tidligere forsog pa i en sojle at f©re 
et lignende substrat gennem lipase adsorberet pa Celite af den 

15 art, der er beskrevet i dansk patentansogning nr. 563/77, var 
umuligt at gennemfore. 

Eksempel 13 

Dette eksempel illustrerer en i pilot plant skala 
gennemfort produktion af et immobiliseret lipasepraeparat i en 
20 sojle og anvendelsen af dette praeparat til kontinuerlig 
omestring i en sejle med substrat ved 60 og 70°C, uden op- 
Ipsningsmiddel. 

Immobilisering 

6,0 kg (81% torstdf) Duolite® ES 562 ionbytter blev 

25 konditioneret i henhold til fabrikantens information (Duolite® 
Technical Information 0110A) . Denne konditionering omf atter en 
cyclisk behandling med syre og base og i dette tilfaelde ogsa 
en ethanolskylning (for at sikre maksimal renhed ved 
frerostilling af naeringsmidler ) . pH blev indstillet til 6,0 i 

30 0,1 M acetatstodpude . Suspensionen blev fyldt i en s©jle,. og 
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den bundfaeldede ionbytter (18 1) blev vasket med 72 liter 
vand. 

18 liter Mucor miehei lipase (10.1Q0 LU/ml) ind- 
stillet pa pH 6,0 blev recirkuleret . med en hastighed af 30 1/h 
5 i 6 timer under pH-kontrol. Efter fortraengning med 20 liter 
vand indeholdt et kombineret volumen pa 37 liter 126 LU/ml 
svarende til et immobiliseringsudbytte pa 97%. Sfcjlen blev 
yderligere vasket med andre 20 liter vand, og praeparatet blev 
vacuumtorret ved stue temper atur, hvorved der opnaedes 6,0 kg 
10 (97% torstof) immobiliseret lipasepraeparat . Om- 

estringsaktiviteten ved diskontinuerlig drift var 30,2% POO, 
6,9% POP ved 1/2 times drift eller 14,7% P. ' 


Anvendelsesf orsfcg nr. 1 

4,0 g af det immobiliserede lipasepraeparat blev 

15 fyldt i en med vandkappe forsynet sojle med en indre diameter 
pa 1,5 cm. Temperaturen i sojlen blev holdt pa 60°C. Et 
substrat af olivenolie/decansyre i et forhold 2,5/1 (w/w) blev 
pumpet gennem en forkolonne med 30 g Duolite® S 561 maettet med 
21 ml ionbyttet vand og yderligere gennem hovedsojlen 

20 indeholdende det immobiliserede lipasepraeparat. 

Stromningshastigheden blev kontrolleret saledes, at sammen- 
saetningen af det udgaede materiale svarede til en konvertering 
pa ca. 65%, d.v.s. 23% DOO i det sluttelige triglycerid (DOO 
betyder et triglycerid med en decansyreenhed (i ydre position) 

25 og to oliesyreenheder ) . 

Under antagelse af , at aktivitetsreduktionen af den 
immobiliserede lipase folger en forste ordens reaktion, kan 
halveringstiden bestemmes til 3200 timer. Med en initial 
aktivitet pa 2,4 g triglycerid/time/g enzympraeparat er pro- 

30 duktiviteten ca . 8,3 tons tr iglycerid/kg enzympraeparat under 
antagelse af en produktionst id svarende til to haluerings- 
tider. Pa fig. 1 er logaritmen af stromningshastigheden 
afbildet mod tiden. 
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Anvendelsesforscag nr. 2 

Man gennemf^rte samme anvendelsesf orsc&g som anven- 
delsesforsog nr. 1, men ved 70°C i stedet for 60°C. 

Det viste sig, at halveringstiden var 1300 timer, og 
5 at den initiale aktivitet var 2,3 g triglycerid/time/g 
enzympraeparat svarende til en produktivitet af 3,2 tons 
triglycer id/kg enzympraeparat. Logaritmen af strfcmningshas- 
tigheden er afbildet mod tiden pa fig. 2. 


Eksempel 14 

10 Dette eksempel illustrerer, at det er muligt, at et 

immobiliseret lipasepraeparat fremstillet ifclge opfindelsen 
kontinuerligt kan omestre en h©j tsmeltende tr iglyceridblanding 
bestaende af oksetalg og sojabonneolie uden solvent eller 
andre hjaelpestof f er . Lignende processer kan vaere anvendelige 

15 til fremstilling af specielle fedtstoffer uden anvendelse af 
hydrogenering og kemisk omestring og velegnet til magarine 
eller dermed beslaegtede produkter. 

Immobilisering 

19,8 g fugtig (86,0% torstof) Duolite® A 561 ion- 

20 bytter, hvor over 80% af partiklerne har en storrelse mellem 
400 og 850 \m, blev indstillet pa pH 6,0 i yandig suspension 
og vasket med vand. 50 ml Mucor miehei lipase (7400 LU/ml, 8% 
tcrstof) blev blandet med ionbytteren, og pH blev genind- 
stillet pa 6,0. Efter omroring i to timer ved stuetemperatur , 

25 filtrering og vask med 2 x 50 ml vand blev praeparatet torret i 
vacuum ved stuetemperatur. Udbyttet var 19,2 g indeholdende 
8,5% vand. Den aktivitet, som var tilbage i filtratet, var 34% 
af den totale, initiale maengde. Omestringsaktiviteten ved 
diskontinuerlig drift var 25,4% POO, 6,0% POO efter 1/2 times 

30 drift eller 12,5% inkorporeret P. 
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Analyse af den omestrede reaktionsblanding 

Man rekvirerede hvidt oksetalg og frisk raffineret 
sojabonneolie fra lokale markeder. Substratet bestod af 1,5 
dele oksetalg og 1 del sojabanneolie, og blandingen foretoges 
5 ved 70°C. Man tilsatte BHT-antioxidant i en koncentration af 
0,1%. For at karakterisere de individuelle komponenter og for 
at fclge omestringsreaktionen anvendteis HPLC til analyse af 
triglyceridsammensaetningen af substratkomponenterne., den 
initiale blanding og omestringsblandingen. Man gennemforte 

10 initialt en diskontinuerlig reaktion med 2,75 g immobilise <t 
Mucbr miehei lipasepraeparat, 24 g talg og 16 g sojabonneolie i 
16,5 timer ved 65°C- HPLC viste, at forholdet mellem LPO- og 
LLL-triglycerid (L: linolsyre, P: palmitinsyre , O: oliesyre) i 
blandingen voksede fra 0,62 til 1,16, hvorved dette sidste tal 

15 formentlig ligger taet pa ligevaegtsf orholdet . 

Smelteegenskaber hos den omestrede blanding 

TEndringen af smelteegenskaberne hidrorende fra 
omestringen blev analyseret ved dilatation i henhold til den 
officielle lUPAC-method (IUPAC: standard methods for the 
20 analysis of oil, fats, and derivatives, 6. udg. , metode nr. 
2.141 (1979)). Resultaterne fremgar af den folgende tabel, 
hvor en tilsvarende ikke-omestret blanding af oksetalg og 
soj abonneolie (1,5:1) er medtaget som reference. 

Temperatur, °C 0 20 25 30 35 -40 45 

25 

Ikke-omestret 

Dilata- blanding 30,8 22,9 18,7 14,6 11,2 6,5 1,6 

t ion ____ - 

{\xl/S Omestret 
30 fedt) blanding 16, 5 4,9 4,9 3, 1 0,6 
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Forseg i sojle 

Et lille thermostatteret sojlesystem blev sat under 
drift i to dage for at illustrere en kontinuerlig proces. 4,0 
gram af det beskrevne iramobiliserede lipasepraeparat blev 
5 indfort i en sejle. Man anvendte ogsa en forkolonne 

indeholdende 5 gram fugtig Duolite® A 561 ionbytter (50% 
torstof ) . Man tilf orte kontinuerligt oksetalg/sojab^nneolie i 
forholdet 1,5:1 w/w gennem sojlesystetaet ved 67°C. 
Egenskaberne hos det immobiliserede lipasepraeparat er vist i 
10 den folgende tabel . 


Prove/tid 


Stromnings- 

hastighed Sammensaetning Konvertering 
g TG/h/g enz. LPO/LLL % 


Substrat af 
15 talg/soja- 
bonneolie 
(18 timer) 


0,65 


Produkt 

efter 18 timer 


2,10 


0, 90 


52 


20 Produkt 

efter 41 timer 


1,63 


0,93 


54 


Ligevagt 
(diskontinuer- 
lig drift) 


1,16 


100 
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PATENTKRAV 

1. Fremgangsmade til fremstilling af et iinmobiliseret 
lipasepraeparat til omestring af fedtstoffer, kendetegnet ved, 
at man bringer en vandig oplosning af en mikrobiel lipase i 

5 kontakt med en partikelf ormet , makroporos, svag anionbytter, 
der indeholder primaere og/eller sekundaere og/eller tertiaere 
aminogrupper, og hvis partikler for mere end 90% af 
partiklernes vedkommende har en partikelstorrelse pa mellem 
100 6g 1000 \m 9 fortrinsvis mellem ca. 200 og 400 jim, under 

10 betingelser, ved hvilke lipasen bindes til anionbytteren, i et 
tidsrum, der er tilstraekkeligt langt til at binde den onskede 
lipasemaengde til anionbytteren, hvorefter den saledes dannede 
immobiliserede lipase separeres fra den vandige fase og den 
separerede immobiliserede lipase torres til et vancfcindhold pa 

15 mellem ca. 2 og 40%. 

2. Fremgangsmade ifolge krav 1, kendetegnet ved, at 
lipasen er en thermostabil lipase. 

3. Fremgangsmade ifolge krav 1 eller 2, kendetegnet 
ved, at den mikrobielle lipase er afledt af en thermophil 

20 Mucor-art isaer Mucor miehei. 

4. Fremgangsmade ifolge krav 1-3, kendetegnet ved, at 
forholdet mellem maengden af den vandige oplssning af den 
mikrobielle lipase og vasgten af svag anionbytter svarer til 
5000 - 50.000 LU/g ionbytter (torvaegt). 

25 5. Fremgangsmade iffclge krav 3, kendetegnet ved, at pH 

under kontakten mellem ionbytteren og den vandige qplesning 
ligger mellem 5 og 7 . 

6. Fremgangsmade ifolge krav 1-5, kendetegnet ved, at 

kontakttiden er mellem 0,5 og 8 timer. 
30 7. Fremgangsmade ifolge krav 1-6, kendetegnet ved, at 

separationen er en simpel filtrering. 

8. Fremgangsmade ifolge krav 7, kendetegnet wed, at 

tarringen gennemfores til et vandindhold pa mellem 5 og 20%. 
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